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Estudo da Actividade Gametocitocida
de Derivados da Primaquina
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Há quatro mil milhões de anos,  
a Terra era um jardim das delícias molecular. 
Ainda não existiam predadores. 
Algumas moléculas reproduziam-se a si mesmas, 
não deixando atrás de si mais do que  
cópias sem interesse de si próprias. 
Com a reprodução, a mutação e a eliminação selectiva 
das variedades menos eficientes, 
a evolução já estava em andamento, 
mesmo ao nível molecular... 
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A malária é responsável pela morte de milhares de pessoas em todo o mundo.  O 
bloqueio de transmissão do parasita ao vector, através da concepção de fármacos 
gametocitocidas, como é exemplo a primaquina, continua a ser uma das prioridades na luta 
contra a malária. Este trabalho apresenta os primeiros resultados sobre a actividade 
gametocitocida de novos derivados da primaquina – os primacenos – em murganhos 
infectados com P. berghei ANKA-GFP. Entre os seis compostos analisados, um deles 
bloqueou a transmissão em 100% dos casos estudados. A proteína verde fluorescente 
provou ser uma alternativa mais favorável na execução deste tipo de investigação, 
sobretudo na observação dos oocistos no intestino-médio dos mosquitos. 
 





Malaria is a disease that causes thousands of deaths all over the world. The 
blockage of the transmission of the parasite to mosquito vector, through gametocytocides 
drugs, such as primaquine, is still a priority in the fight against malaria. This work presents 
new results on the gametocytocide activity of novel primaquine derivatives – the 
primacenes – on murines infected with P. berghei ANKA-GFP. Among the six compounds 
analyzed, one of them achieved a parasite transmission blockage ratio of 100% of the study 
cases. The green fluorescent protein proved to provide significant advantage when 
conducting a study of this kind, particularly for detecting oocysts in the medium intestine 
of mosquitoes. 
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I.1 Importância Médica e Epidemiológica da Malária 
A malária é uma das principais causas de morte por doença infecciosa em todo o 
mundo, tendo particular importância na região subsaariana africana, no sudeste asiático e 
na América do Sul (Figura 1) (Organização Mundial de Saúde (OMS)a, 2010). 
 
 
Figura 1 – Distribuição mundial da malária. 





De acordo com a publicação World Malaria Report 2010, em 2009 a malária foi 
responsável por 225 milhões de casos de doença e 781 mil mortes em todo o mundo. Os 
grupos mais atingidos são as mulheres grávidas, os doentes infectados com o vírus da 
imunodeficiência humana, os viajantes e/ ou os turistas e, principalmente, as crianças onde 
a taxa de mortalidade por malária ronda os 85% (Bryce et al., 2005; Buonsenso et al., 
2010; OMSa, 2010). 
I.2 Ciclo de Vida do Parasita 
O agente patogénico causador da malária é um protozoário do género Plasmodium. 
É um parasita intracelular de eritrócitos de mamíferos, aves ou répteis e é transmitido por 
fêmeas de culicídeos, vulgarmente conhecidos por mosquitos, do género Anopheles. 
Reproduz-se sexuadamente no mosquito-vector (fase esporogónica) e de forma assexuada 
no hospedeiro vertebrado (fase esquizogónica hepática e eritrocitária) (Figura 2). 
 
Figura 2 – Ciclo de vida do parasita causador da malária. 




As cinco espécies patogénicas para o homem são Plasmodium (P.) falciparum, P. 
vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi. Em relação a P. ovale, um estudo recente  
(Sutherland, 2010) revelou que o que se pensava ser uma espécie são duas subespécies: P. 
ovale curtisi e P. ovale wallikeri. A espécie P. knowlesi foi identificada, também 
recentemente, na ilha de Bornéu e na península da Malásia; até então estava associada a 
casos de malária em símios e crê-se que tem sido confundida com P. malariae (Cox-Singh 
et al., 2008). 
I.2.1 Fase Esporogónica 
Quando a fêmea anofelínea efectua uma refeição sanguínea, num indivíduo 
infectado, ingere eritrócitos parasitados por gametócitos que no interior do mosquito 
diferenciam-se em gâmetas: o gâmeta masculino designa-se por microgâmeta e o feminino 
por macrogâmeta (Ghosh et al., 2000; Alavi et al., 2003).  
No lúmen do intestino-médio do mosquito ocorre a exflagelação do microgâmeta, 
i.e., o gâmeta masculino sofre três divisões nucleares formando-se oito núcleos, cada um 
dos quais com um flagelo. Com o movimento dos flagelos, o microgâmeta vai ao encontro 
do macrogâmeta ocorrendo a fecundação com a formação do zigoto que é a única forma 
diplóide em todo o ciclo de vida do parasita (Butcher et al., 1996; Sinden, 2002; Alavi et 
al., 2003). 
O zigoto transforma-se em oocineto que se vai alocar na parede do intestino-médio 
do mosquito onde sofre meiose, passando a designar-se por oocisto. O oocisto, após várias 
divisões mitóticas, forma os esporozoítos (formas infectantes do hospedeiro vertebrado) 
que migram para as glândulas salivares (Sinden et al., 1985; Ghosh et al., 2000). 
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I.2.2 Fase Esquizogónica Hepática 
O mosquito infectado, durante a hematofagia, inocula os esporozoítos no 
hospedeiro vertebrado. Depois, através da circulação sanguínea (80%) e linfática (20%), 
estes parasitas vão infectar os hepatócitos, ficando alojados no interior de um vacúolo 
parasitóforo, onde por mitose se dividem em vários merozoítos; ao conjunto dá-se o nome 
de esquizonte hepático (Rosenberg et al., 1990; Krettli e Dantas, 2000; Barnwell, 2001).  
Com a ruptura do esquizonte hepático, são libertados na corrente sanguínea vários 
merossomas que são pequenas vesículas formadas a partir da membrana plasmática da 
célula hepática do hospedeiro e que contêm vários merozoítos no seu interior. Os 
merozoítos vão em seguida infectar os eritrócitos (Shortt et al., 1948; Mota et al., 2004; 
Baer et al., 2007). 
Nas espécies P. vivax e P. ovale, alguns dos esporozoítos em vez de evoluírem para 
esquizontes hepáticos permanecem em estado de latência, designando-se por hipnozoítos. 
Esse estado poderá durar desde semanas a anos e, ao fim desse tempo, podem ser 





I.2.3 Fase Esquizogónica Eritrocitária 
 
Figura 3 – Invasão de um eritrócito por um merozoíto. 
A imagem não está à escala real. Fonte: Knell, 1991. 
Após invadirem os eritrócitos (Figura 3), os merozoítos diferenciam-se em 
trofozoítos que quando jovens são designados por formas em anel. O parasita consome a 
hemoglobina, aumenta de tamanho e, à semelhança do que acontece nos hepatócitos, 
origina merozoítos passando a designar-se por esquizonte eritrocitário. Com a ruptura do 
esquizonte, os merozoítos são lançados novamente na circulação sanguínea, indo parasitar 
novos eritrócitos (Bannister et al., 2000; Serebrennikova et al., 2010). 
Depois de uma série de ciclos assexuados, uma parte dos merozoítos evolui para 
formas sexuadas e infectantes para o mosquito-vector que são os gametócitos (Lobo e 
Kumar, 1998). 
I.3 Aspectos Relevantes do Vector 
 Quer os mosquitos machos, quer as fêmeas, alimentam-se da seiva elaborada de 
plantas. Contudo, só as fêmeas é que são ectoparasitas, realizando a hematofagia de modo 
a terem o suporte proteico necessário para a maturação dos ovos (Briegel, 1985; Clements, 
1992; Fernandes e Briegel, 2005). 
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A oviposição e o desenvolvimento larvar e pupal ocorrem em meio aquático. Na 
subfamília Anophelinae, à qual pertence o género Anopheles, os machos e as fêmeas 
podem ser distinguidos, por exemplo, através da morfologia das antenas; os machos 
possuem antenas plumosas, enquanto que as fêmeas têm-nas pilosas (Figura 4) (Knell, 
1991). 
 
Figura 4 – Esquema da cabeça de um macho e de uma fêmea anofelínea. 
As antenas do macho são plumosas, à esquerda, e as da fêmea são pilosas, à direita. Fonte: Knell, 1991. 
I.4 Tratamento da Malária: A Importância da Primaquina 
A malária é o produto dos efeitos directos da invasão dos eritrócitos pelo parasita 
assexuado e da reacção do hospedeiro ao agente patogénico em causa. Os sinais e os 
sintomas surgem entre uma semana a um mês, após a picada infectante, e na fase inicial 
poderão ser inespecíficos e confundidos com a sindroma gripal (Russel, 1943, White e 





 Na malária grave, tanto a causada por P. vivax (Kochar et al., 2010), como por P. 
falciparum, poderá ser desencadeado um quadro de malária cerebral, assim como a 
falência de órgãos vitais, tais como os rins e o fígado, que elevam a taxa de mortalidade 
associada a esta doença (Phillips e Warrell, 1986; Thiam et al., 2002; White e Breman, 
2006; White, 2009). 
Até à 1.ª Guerra Mundial, os alcalóides da Cinchona, em particular a quinina, eram 
os únicos antimaláricos utilizados no tratamento desta doença. Só a partir dessa altura é 
que houve um grande envolvimento das várias potências económicas no desenvolvimento 
de anti-infecciosos (Teixeira, 2006; França et al., 2008). A seguir, estão resumidos os 
principais fármacos disponíveis para uso clínico (Tabela 1 e Figura 5). 
Tabela 1 – Principais antimaláricos utilizados na prática clínica. 
Fonte: Adaptado de OMSc, 2010. 
FAMÍLIA QUÍMICA FÁRMACO(S) 
Alcalóides da Cinchona Quinina (Figura 5 – b), Quinidina, Mefloquina 
4-aminoquinolinas Cloroquina (Figura 5 – e), Amodiaquina, Piperaquina 
Derivados da 
quinolina 
8-aminoquinolinas Primaquina (Figura 5 – d) 
Derivados do fenantreno-metanol Halofantrina (Figura 5 – f), Lumefantrina 
Biguanidas Proguanilo (Figura 5 – g) e Cloroproguanilo Inibidores da 
redutase do  
ácido láctico Diaminopirimidinas Pirimetamina (Figura 5 – h) 
Sulfonas Dapsona Antagonistas do 
ácido 
p-aminobenzóico Sulfonamidas Sulfadiazina e Sulfadoxina (Figura 5 – j) 
Antibióticos 
Doxiciclina (tetraciclina) (Figura 5 – k), Azitromicina 
(macrólido) e Clindamicina (lincosamida) 
Hidroxinaftoquinona Atovaquona (Figura 5 – i) 
Lactonas Sesquiterpénicas 







Figura 5 – Fórmulas moleculares e químicas de alguns antimaláricos. 
Fonte: Elaborado pelo autor a partir de Google Imagens (2011). 
A quinolina (Figura 5 – a) é um composto orgânico aromático bicíclico, derivado 
do naftaleno, mas que na posição 1 tem um átomo de carbono substituído por um átomo de 
nitrogénio. Modificações nesta molécula conduziram à síntese de várias outras substâncias, 
em particular as aminoquinolinas. Em 1920 foi sintetizada a primeira 8-aminoquinolina, a 
pamaquina (Figura 5 – c), e em 1934 a primeira 4-aminoquinolina, a cloroquina. Já em 
1946, a partir da pamaquina, foi produzida a primaquina (PQ) que à semelhança do seu 
precursor também é uma 8-aminoquinolina (Peters, 1973; López-Antuñano, 1999). 
O nome químico da PQ é 8-[(4-amino-1-metilbutil)amino]-6-metoxiquinolina. 
Contém um anel duplo quinolínico que na posição 8 tem um grupo amina secundário e na 




Pensa-se que o mecanismo de acção das quinolinas, em geral, e da PQ, em 
particular, envolve sobretudo a inibição da polimerase ferriprotoporfirina-IX (FePP-XI). 
Contudo, ainda não está totalmente esclarecido (López-Antuñano, 1999; Baird e 
Rieckmann, 2003; França et al., 2008, Basso et al., 2011). Ao ligarem-se à FePP-IX que é 
o grupo heme da hemoglobina vão impedir a polimerização pela polimerase FePP-IX 
(Vennerstrom et al., 1999). Ora, a polimerização é um mecanismo de desintoxicação do 
parasita, através do qual ele converte a FePP-IX que é tóxica em hemozoína que é não 
tóxica (França et al., 2008). 
A PQ é eficaz contra as formas intra-hepáticas e eritrocitárias, bem como contra as 
formas sexuadas (Arnold et al., 1955; Pukrittayakamee et al., 2004). É de salientar que é o 
único fármaco hipnozoitocida que está actualmente disponível (Krotoski et al., 1986; Baird 
e Rieckmann, 2003; Baird e Hoffman, 2004). Para além disso, continua a ser o 
gametocitocida de eleição, sendo até recomendada a sua utilização em terapia combinada 
com a artemisinina e derivados uma vez que estes, apesar de também serem 
gametocitocidas, parecem ter fraca actividade contra os gametócitos maduros 
(Pukrittayakamee et al., 2004). 
O principal esquema terapêutico diário com a PQ consiste em 0,25 miligrama (mg) 
por quilograma (kg) durante 14 dias, sendo bem absorvida por via oral, atingindo a 
concentração plasmática máxima ao fim de uma a duas horas (Mihaly et al., 1984). 
Contudo, esta concentração rapidamente diminui devido quer à acumulação nos vários 
órgãos, quer à sua rápida metabolização hepática e eliminação renal, apresentando um 




Durante a metabolização, formam-se vários metabolitos activos 
(6-metoxi-8-aminoquinolina e carboxiprimaquina, e.g.) que provocam efeitos 
gastrointestinais e hematológicos no doente. Os efeitos gastrointestinais poderão ser 
atenuados se a administração da PQ for feita durante ou após uma refeição (Baird e 
Hoffman, 2004).  
Os dois principais efeitos hematológicos são a conversão da oxi-hemoglobina em 
metemoglobina (incapaz de transportar o oxigénio), com consequente aumento dos níveis 
séricos desta última (Coleman e Coleman, 1996; Strother et al., 1984; Baird e Hoffman, 
2004; Kaur et al., 2007) e, em pessoas com deficiência congénita em glucose-6-fosfato 
desidrogenase (G6PD), ou com outras hemoglobinopatias, a hemólise com consequente 
anemia hemolítica (Chan et al., 1976). 
Tendo presente a fraca actividade da PQ como esquizonticida sanguíneo, sobretudo 
em P. falciparum, o tempo de semi-vida baixo e a toxicidade inerente, assim como a 
problemática generalizada do aumento de microrganismos resistentes a anti-infecciosos, 
nomeadamente aos antimaláricos de primeira linha como a artemisinina e seus derivados 
(Enserink, 2008), considera-se necessário implementar estratégias de melhoramento do 
índice terapêutico da PQ, nomeadamente através da concepção de derivados, dado que este 
fármaco reúne características ímpares, tais como a sua actividade hipnozoitocida e 
gametocitocida, e que o poderão tornar num adjuvante sem igual no controlo e na 
eliminação da malária (Jain et al., 2004; Araújo et al., 2005; White, 2008; Vale et al., 





Existem duas vias fundamentais para modificar a estrutura química da PQ. A 
primeira consiste em introduzir radicais no duplo anel quinolínico e a segunda em 
modificar o grupo amina terminal (Ridley e Hudson, 1998; Vale et al., 2009). São 
exemplos a tafenoquina e a bulaquina, dois análogos da PQ. 
 
Figura 6 – Estrutura molecular e fórmula química da tafenoquina e da bulaquina. 
No interior dos círculos temos as alterações feitas na molécula parental, a primaquina: na tafenoquina 
temos a introdução de radicais no duplo anel quinolínico, nas posições 2, 4 e 5, e na bulaquina temos a 
modificação do grupo amina terminal. Fonte: Adaptado de Pérez, 2004. 
A tafenoquina (WR-238605 ou SB-252263) (Figura 6 – b) demonstrou ter menores 
efeitos secundários gastrointestinais, um tempo de semi-vida de 14 dias e uma actividade 
contra as principais espécies que causam malária humana, inclusivamente como 
esquizonticida sanguíneo. Todavia, ainda não é totalmente sabido se provoca ou não 
metemoglobinemia e anemia hemolítica (Brueckner et al., 1998; Vennerstrom et al.,1999; 
Nasveld et al., 2005). A bulaquina (elubaquina ou CDRI 80/53) (Figura 6 – c), apesar dos 
resultados até então revelarem que tem uma actividade gametocitocida superior à da PQ, é 
instável nos solventes orgânicos mais comuns, o que poderá limitar a sua produção 





A adição da molécula ferroceno (Fc) a antimaláricos tem vindo a ser usada para 
desenvolver derivados com um melhor perfil farmacológico, de que é exemplo a 
ferroquina obtida a partir da cloroquina (Delhaes et al., 2002; Dive e Biot, 2008; Matos et 
al., 2010). O Fc é um caso particular do grupo dos metalocenos que são complexos 
organometálicos, tendo a fórmula química Fe(C5H5)2 e, estruturalmente, é uma molécula 
do tipo sandwich, i.e., tem um átomo de ferro no meio de dois anéis ciclopentadienil 
(Astruc, 2000; van Staveren e Metzler-Nolte, 2004; Chavain e Biot, 2010). 
 Em 2009 foi sintetizada a primeira geração de conjugados PQ-Fc designados por 
primacenos, obtidos a partir da adição do ácido ferrocenocarboxílico (com um ferroceno) 
ao grupo amina terminal da PQ sem introduzir alterações ao nível dos anéis quinolínicos 
(Figura 7)  (Matos et al., 2010).  
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Figura 7 - Estruturas moleculares dos primacenos. 





Foram postulados os seguintes objectivos para esta investigação: 
Objectivo 1: Implementar um novo modelo murino para estudos de bloqueio de 
transmissão do parasita ao vector, baseado na utilização da proteína fluorescente verde. 
Objectivo 2: Avaliar a actividade gametocitocida de primacenos.  
 
Os primacenos foram sintetizados no Centro de Investigação Química da 
Universidade do Porto, sob a orientação da Professora Doutora Paula Gomes, no âmbito 
dos projectos de síntese e de estudo de potenciais pró-fármacos da primaquina: 





III. Material e Métodos 
III.1 Material Biológico 
III.1.1 Parasitas 
Foram utilizadas duas estirpes parasitas de roedores, P. berghei ANKA (da 
colecção da unidade de ensino e investigação de parasitologia médica do Instituto de 
Higiene e Medicina Tropical (IHMT) da Universidade Nova de Lisboa) e P. berghei 
ANKA-GFP (cedida por Nicholas White do Centro Médico Universitário de Leiden, 
Holanda). 
P. berghei ANKA-GFP é um clone transgénico de P. berghei ANKA que possui o 
gene que codifica para a proteína fluorescente verde (GFP). Uma vez que este parasita 
possui quatro cópias distintas do ácido ribonucleico ribossomal (a, b, c, d), o gene da GFP 
foi integrado no genoma do parasita no gene que codifica para a cópia c, dado que é 
considerado não essencial para o desenvolvimento do parasita (van Spaendonk et al., 2001; 
Franke-Fayard, 2004).   
A GFP existe no cnidário Aequorea victoria e é responsável pela bioluminescência 
observada neste animal (Shimomura et al., 1962; Cody et al., 1993). O espectro de emissão 
da GFP situa-se entre os 505 e os 540 nanometro (nm), correspondendo à luz verde da 





Os murganhos utilizados na experiência, provenientes do biotério do IHMT, foram 
fêmeas da linhagem BALB/c, com idades compreendidas entre as seis e as oito semanas, e 
com um peso aproximado de 20 ± 2 grama (g). 
III.1.3 Mosquitos 
Foram utilizadas fêmeas entre os três e os seis dias de vida, após terem transitado 
do estado pupal para o estado adulto, pertencentes à espécie Anopheles stephensi e obtidas 
no insectário do IHMT. 
III.2 Descrição das Técnicas 
III.2.1 Infecção dos Murganhos 
Os murganhos foram infectados pela via intraperitoneal (IP) com 10
7
 eritrócitos 
parasitados em 100 microlitros (!l) de mistura de sangue e tampão salino de fosfato (PBS). 
Durante a actividade experimental, permaneceram no biotério do IHMT em condições 
climáticas e de nutrição adequadas, de acordo com as normas comunitárias relativas ao 
bem-estar dos animais de experiência (Directiva N.º 86/ 609/ CEE), transpostas para a 





III.2.2 Determinação da Parasitemia 
A partir da leitura dos esfregaços sanguíneos, fixados com metanol e corados com 
Giemsa a 20 por cento (%) em água tamponada, por microscopia óptica na objectiva de 
ampliação 100x, contou-se o número de eritrócitos parasitados (n) e o número total de 
eritrócitos (M) em dez campos de observação distintos. O valor da parasitemia (P%) foi 






III.2.3 Observação da Exflagelação 
Procedeu-se à colheita de sangue através da veia da cauda do murganho, colocou-se 
uma gota entre lâmina e lamela e passados 15 minutos observou-se o movimento dos 
flagelos dos gametócitos masculinos, por microscopia óptica na objectiva de ampliação 
40x. 
III.2.4 Alimentação dos Mosquitos 
Duas horas após a administração dos compostos, os murganhos foram anestesiados 
pela via IP com 100µl da seguinte mistura: 75% de PBS, 20% de cetamina e 5% de 
xilazina a 2%. Cada murganho foi usado para alimentar 50 mosquitos durante uma hora. 
Finda a alimentação, os mosquitos ficaram alojados no insectário do IHMT com a 
temperatura ambiente entre os 19 e os 21 graus Celsius (ºC), o fotoperíodo de 12 horas e a 




III.2.5 Dissecção dos Mosquitos 
Os mosquitos foram colocados a -20ºC, durante 5 minutos, e depois em álcool 
etílico a 70 graus durante alguns segundos e de seguida em PBS. Sobre uma lâmina, 
procedeu-se à dissecção tal como mostra o seguinte esquema (Figura 8). 
 
Figura 8 - Esquema da dissecção do mosquito para extracção do intestino-médio. 
Fixa-se o tórax e, com uma ligeira pressão sobre o penúltimo segmento abdominal, faz-se deslizar 
rapidamente, no sentido distal, de modo a puxar o intestino-médio. 
III.3 Metodologia 
III.3.1 Implementação de um Novo Modelo Murino 
Os animais foram divididos de forma aleatória em dois grupos: grupo infectado 
com P. berghei ANKA (ANKA) e grupo infectado com P. berghei ANKA-GFP 




Tabela 2 – Ensaios realizados no estudo do novo modelo murino. 
GRUPO SUBGRUPO N.º DE MURGANHOS 
Não tratado/ controlo negativo 3 
Tratado com PQ a 10µmol/ kg 3 ANKA 
Tratado com PQ a 50µmol/ kg 3 
Não tratado/ controlo negativo 3 
Tratado com PQ a 10µmol/ kg 3 ANKA-GFP 
Tratado com PQ a 50µmol/ kg 3 
µmol = micromole 
Procedeu-se à infecção dos murganhos, tendo em atenção o grupo a que 
pertenciam. Foi determinada a parasitemia ao longo dos quatro dias pós-infecção. Ao 
quarto dia, observou-se a exflagelação e só os animais em que esta foi confirmada é que 
continuaram na experiência. Em seguida, procedeu-se à administração dos compostos, pela 
via IP, em conformidade com o subgrupo em que estavam inseridos. Decorridas duas horas 
foram usados para alimentar os mosquitos. 
Dez dias após a refeição sanguínea, os mosquitos foram dissecados. Efectuou-se a 
contagem do número de oocistos através da leitura por microscopia óptica, na ampliação 
40x, para o grupo ANKA e por microscopia de fluorescência, na objectiva de ampliação 
10x, para o grupo ANKA-GFP. Só foram incluídos no estudo os mosquitos que tinham 
ovos, tanto para o cálculo da taxa de infecção (TI), como para o cálculo da intensidade de 
infecção (INTI). Para além disso, só foram contados até 120 oocistos por mosquito, uma 
vez que a partir deste valor tornou-se difícil garantir o rigor da contagem. 
A TI foi calculada a partir da seguinte fórmula, com x igual ao número de 










A INTI foi avaliada através da média de oocistos por mosquito, do respectivo 
desvio-padrão e do intervalo de confiança a 95%. 
III.3.2 Avaliação da Actividade Gametocitocida de Primacenos 
Foram analisados seis primacenos, BIC-101, BIC-221, BIC-521, BIC-226, 
BIC-227 e BIC-902. Para cada substância, os animais foram divididos aleatoriamente em 
três grupos, de acordo com o esquematizado na seguinte tabela (Tabela 3) e a metodologia 
é similar à descrita em III.3.1. 
Tabela 3 - Ensaios realizados no estudo dos primacenos. 
GRUPO N.º DE 
MURGANHOS 
Não tratado/ controlo negativo 3* 
10µmol/ kg 3* Tratado com PQ/ controlo positivo 
50µmol/ kg 3* 
10µmol/ kg 3 Tratado com Primaceno 
50µmol/ kg 3 
*Foram utilizados os resultados obtidos com P. berghei ANKA-GFP em III.3.1. 
III.4 Análise Estatística 
A análise das variáveis em estudo foi realizada através do teste não paramétrico 






IV.1 Implementação de um Novo Modelo Murino 
Nas primeiras 24 horas pós-infecção (hpi) não foram observados trofozoítos no 
interior, nem no exterior, dos eritrócitos dos murganhos em estudo. Contudo, entre as 48 e 
as 96 hpi verificou-se um aumento da parasitemia, atingindo esta no quarto dia valores 
médios compreendidos entre os 22 e os 37% em ANKA e entre os 16 e os 29% em 
ANKA-GFP (intervalo de confiança de 95% para a média), e em todos os animais foi 
observada a exflagelação dos microgâmetas (Figura 9 e Anexo 1). 
 





O número de oocistos observado nos grupos ANKA e ANKA-GFP, assim como a 
TI dos mosquitos, foi significativamente diferente quando os murganhos não foram 
sujeitos a nenhum tratamento e quando foram tratados com PQ a 50 µmol/ kg (PQ50). No 
primeiro caso, os valores médios variaram entre os 14 e os 26 oocistos em ANKA e os 64 e 
os 90 oocistos em ANKA-GFP e a TI foi igual a 79 em ANKA e 90% em ANKA-GFP. 
Quando tratados com PQ50, o número de oocistos foi praticamente constante (igual a zero) 
em ANKA e variou entre os 8 e os 30 oocistos em ANKA-GFP e a TI foi 22 em ANKA e 
35% em ANKA-GFP.  
Quando tratados com PQ a 10 µmol/ kg (PQ10), não se observaram diferenças 
significativas entre os grupos. Em ANKA foram observados entre 2 e 5 oocistos e em 
ANKA-GFP entre 5 e 18 oocistos (intervalo de confiança de 95% para a média) e a TI foi 
44 em ANKA e 41% em ANKA-GFP  (Tabela 4, Figura 10 e Anexo 2). 
 
Tabela 4 – Taxa de infecção e intensidade de infecção em ANKA e em ANKA-GFP. 








TI 79,439 44,231 22,581 90,476 41,772 35,088 














N.º de mosquitos 
 
107 104 93 63 79 57 
N.º de mosquitos sem 
oocistos 
22 58 72 6 46 37 
N.º de mosquitos com 
120 ou mais oocistos 







Figura 10 – Distribuição do número de oocistos em ANKA e em ANKA-GFP. 
 
IV.2 Avaliação da Actividade Gametocitocida de Primacenos 
Dos seis primacenos analisados, o BIC-221 a 10 µmol/ kg e o BIC-902 a 50 µmol/ 
kg mostraram ter uma taxa de infecção e uma intensidade de infecção inferiores ao 
fármaco parental, a primaquina. Inclusivamente, no segundo primaceno mencionado, 
houve um bloqueio de transmissão de 100% do parasita ao vector, i.e., não foram 
observados oocistos em todos os intestinos-médios dos mosquitos dissecados (Figura 11, 










Tabela 5 – Taxa de infecção e intensidade de infecção nos primacenos. 
BIC-101 BIC-221 BIC-521 BIC-226 BIC-227 BIC-902 
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N.º de 
mosquitos 
com 120 ou 
mais oocistos 





















Os valores médios da quantidade de oocistos presente em cada intestino-médio 
variaram entre os 33 e os 57 oocistos a 10 e a 50 µmol/ kg entre os 35 e os 66 oocistos 
(intervalo de confiança da média a 95%). A taxa de infecção foi 98% na dose mais baixa e 
88% na dose mais alta e a intensidade de infecção foi significativamente diferente da dos 
grupos não tratado e tratado com o fármaco parental (Figura 12 e Anexo3). 
 
 
Figura 12 - Distribuição do número de oocistos em BIC-101, no grupo não tratado e no grupo tratado 
com primaquina. 








O número de oocistos situou-se entre os 5 e os 21 quando os murganhos foram 
tratados com 10 µmol/ kg e os 23 e os 43 na dose 50 µmol/ kg (intervalo de confiança da 
média a 95%). A taxa de infecção foi 33% na dose mais baixa e 41% na dose mais elevada 
e a intensidade de infecção não foi considerada significativamente diferente entre os 
seguintes grupos: PC vs. PQ a 10 µmol/ kg; PC vs. PQ a 50 µmol/ kg; PC a 10 µmol/ kg vs. 
PQ a 50 µmol/ kg; e PC a 50 µmol/ kg  vs. PQ a 10 µmol/ kg (Figura 13 e Anexo 3). 
 
 








Os valores médios dos oocistos variaram entre os 16 e os 29 oocistos a 10 µmol/ kg 
e entre os 32 e os 49 oocistos a 50 µmol/ kg (intervalo de confiança da média a 95%). A 
taxa de infecção foi 75 na dose mais baixa e 86% na dose mais alta e a intensidade de 
infecção foi significativamente diferente da dos grupos não tratado e tratado com a PQ 
(Figura 14 e Anexo 3). 
 
 









O número de oocistos situou-se entre os 78 e os 109 quando os murganhos foram 
tratados com 10 µmol/ kg e os 16 e os 48 na dose 50 µmol/ kg (intervalo de confiança da 
média a 95%). A taxa de infecção foi 93% na dose mais baixa e 42% na dose mais elevada 
e a intensidade de infecção não foi considerada significativamente diferente entre os 
seguintes grupos: PC vs. PQ a 50 µmol/ kg; e PC a 50 µmol/ kg vs. PQ a 10 µmol/ kg 
(Figura 15 e Anexo 3). 
 
 







Os valores médios dos oocistos variaram entre os 27 e os 59 oocistos a 10 µmol/ kg 
e entre os 32 e os 52 oocistos a 50 µmol/ kg (intervalo de confiança da média a 95%). A 
taxa de infecção foi 68 na dose mais baixa e 73% na dose mais alta e a intensidade de 
infecção foi significativamente diferente da dos grupos não tratado e tratado com a PQ 
(Figura 16 e Anexo 3). 
 
 







IV.2.6 BIC-902  
O número de oocistos situou-se entre os 31 e os 56 quando os murganhos foram 
tratados com 10 µmol/ kg e manteve-se constante, i.e., igual a zero na dose 50 µmol/ kg 
(intervalo de confiança da média a 95%). A taxa de infecção foi 65% na dose mais baixa e 
não houve infecção nos mosquitos na dose mais elevada e a intensidade de infecção foi 










V.1 Implementação de um Novo Modelo Murino 
O ensaio-padrão para medir factores que afectam a transmissão de Plasmodium spp 
ao mosquito-vector consiste em alimentar grupos de mosquitos em hospedeiros infectados, 
ou em membranas artificiais com sangue infectado, e depois contar o número de oocistos 
que se desenvolveu no intestino-médio de cada mosquito (Delves e Sinden, 2010). 
A utilização do modelo murino com P. berghei assenta sobretudo na analogia entre 
esta espécie e as que infectam os humanos nos aspectos essenciais tais como a fisiologia e 
o ciclo de vida do parasita (Carter e Diggs, 1977). P. berghei ANKA-GFP expressa a 
proteína em todo o seu ciclo de vida, havendo um leque variado de possibilidades de 
utilização e que não se restringe só a estudos de actividade de fármacos gametocitocidas e/ 
ou inibidores do desenvolvimento de oocistos (Franke-Fayard et al., 2004). Esta estirpe 
tem vindo a ser usada em estudos de bloqueio de transmissão do parasita ao vector (Akaki 
e Dvorak, 2005; Ramjanee et al., 2007;  Delves e Sinden, 2010) 
Com o modelo P. berghei ANKA, entre os 4 e os 5 dias pós-infecção do murganho 
(com 10
7
 parasitas) observa-se uma parasitemia tipicamente entre os 10 e os 20% e ocorre 
a exflagelação dos gâmetas masculinos (Fleck et al., 1994; Sinden et al., 1996 e Butcher et 
al., 1996). No nosso estudo, verificámos estes factos em ambas as estirpes (Figura  9 e 




As elevadas taxas de infecção nos mosquitos alimentados em animais não tratados 
(Tabela 4, Figura 10 e Anexo 2), indicam que neste período existia um elevado número de 
gametócitos maduros em circulação no sangue dos murganhos, sendo esta a condição 
necessária para testar os compostos com efeito bloqueador de transmissão.  
Em trabalhos anteriores (Vale et al., 2009b e Vale et al., 2009c, e.g.), em que foi 
usado o modelo ANKA, este foi o comportamento observado, não tendo divergido do 
identificado por nós através do novo modelo ANKA-GFP. Deste modo, constatámos ser 
possível usar o novo modelo, uma vez que é similar ao anterior no que diz respeito à 
progressão da infecção no murganho e no mosquito, algo que também foi demonstrado por 
outros autores (Akaki e Dvorak, 2005; Ramjanee et al., 2007;  Delves e Sinden, 2010). 
ANKA-GFP tem como vantagem facilitar a identificação dos oocistos, o que leva a 
uma menor subjectividade aquando a contagem dos mesmos. Está descrito que até os 
oocistos muito jovens, e como tal de diâmetro mais pequeno, são visíveis na superfície do 
intestino-médio do mosquito (Franke-Fayard et al., 2004). Talvez por isso, tenham sido 








V.2 Avaliação da Actividade Gametocitocida de Primacenos 
A metodologia seguida por nós permite-nos concluir sobre a capacidade de um 
determinado composto em bloquear a transmissão do parasita ao vector. Contudo, não nos 
diz se o fármaco actuou especificamente como gametocitocida ou se actuou na fase 
esporogónica sobre o desenvolvimento do oocisto (Araújo et al., 2005; Vale et al., 2009c). 
Em qualquer um dos casos, estamo-nos a referir à acção de bloqueio de transmissão do 
parasita ao vector, algo que tem uma elevada importância no controlo da malária e no 
combate ao aumento da resistência aos antimaláricos (Chotivanich et al., 2006). 
Os dois critérios utilizados neste estudo foram a percentagem de mosquitos 
infectados (taxa de infecção) e a média do número de oocistos, o desvio-padrão e o 
intervalo de confiança a 95% (intensidade de infecção). 
A literatura diz-nos que a quantidade de oocistos no mosquito-vector parece estar 
relacionada com a quantidade de gametócitos presentes no sangue do hospedeiro 
intermediário no qual o mosquito efectuou a refeição sanguínea infectante (Cantrell e 
Jordan, 1946; Chotivanich et al., 2006). Os gametócitos são as formas infectantes para o 
vector e a sua viabilidade é influenciada por vários factores, entre os quais se destaca a 
acção do sistema imunitário do hospedeiro sobre o parasita e a presença de factores 
nutritivos para o parasita (Sinden et al.,1996).  
Conforme exposto na figura 11 e na tabela 5 (e também no anexo 3), somente os 
primacenos BIC-902 e BIC-221 apresentaram uma actividade de bloqueio de transmissão 





Com o fármaco parental, durante a nossa actividade experimental, foi observada na 
dose inferior uma taxa de infecção nos mosquitos igual a 41 e na dose superior igual a 
35%. O primaceno BIC-902 na dose 50 !mol/ kg evidenciou um bloqueio total da 
transmissão, como uma taxa de infecção e uma intensidade de infecção ambas nulas, não 
tendo sido observados oocistos nos mosquitos dissecados (num total de 32 mosquitos). O 
BIC-221 na dose 10 !mol/ kg, e quando comparado com a primaquina na mesma dose (o 
mesmo não se verificou na dose superior), também apresentou uma actividade bloqueadora 
de transmissão superior à da primaquina, com uma taxa de infecção igual a 33%. 
Os estudos feitos com P. falciparum na Escola de Medicina da Universidade da 
Califórnia em S. Francisco (EUA), pela equipa do Professor Doutor Philip Rosenthal, 
revelaram que a concentração de BIC-902 necessária para inibir 50% dos parasitas in vitro 
(IC50) foi de 1,250 micromoles por decímetro cúbico (!M). Uma vez que a IC50 da PQ é 
igual a 3,300 !M, significa que também neste grupo de trabalho se constatou que o 
primaceno BIC-902 é um bom candidato a pró-fármaco da PQ (Matos et al., 2011). 
Estão também em conformidade com os nossos resultados, os determinados para os 
primacenos BIC-101, BIC-521 e BIC-226. A IC50 obtida para os dois primeiros na fase 
eritrocitária (superior a 10,000 !M) é superior à necessária com a primaquina (3,300 !M), 
o que poderá explicar a elevada taxa e intensidade de infecção. Em relação ao primaceno 
BIC-226, a IC50 foi ligeiramente acima da do fármaco parental (3,477 !M), ficando 
igualmente em conformidade com os nossos resultados (Matos et al., 2011). Por outro 
lado, observa-se uma discrepância entre os nossos resultados e os de Rosenthal e 
colaboradores para o primaceno BIC-221 que no nosso estudo não apresentou diferenças 
significativas com o fármaco parental, mas in vitro ocorreu o oposto (IC50 superior a 





Com o presente trabalho verificámos que é possível e vantajosa a utilização da 
estirpe P. berghei ANKA-GFP como modelo para estudos de bloqueio de transmissão da 
malária. A GFP funcionou como uma bandeira, tornando o parasita mais visível e 
garantindo uma maior objectividade na observação dos factos.  
Dos seis primacenos estudados, o primaceno BIC-902 a 50 !mol/kg foi o único que 
bloqueou por completo a transmissão do parasita ao vector em 100% dos casos estudados. 
Tendo em conta que o bloqueio da transmissão do parasita ao vector é uma das 
medidas-chave para o sucesso do controlo e da eliminação da malária, consideramos que 
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VIII.1 Tratamento de Dados Referentes à Implementação de um 
Novo Modelo Murino – Parasitemia 
Tabela 7 – Parasitemias determinadas durante os quatro dias pós-infecção e resultados da 
exflagelação.  






























 22 8,5  
43,9 36 Positivo/ Positivo 
32,5 34,5 Positivo/ Positivo 
33,3 22,03 Positivo/ Positivo 
17,5 16 Positivo/ Positivo 
19,1 22,05 Positivo/ Positivo 
35,2 20,5 Positivo/ Positivo 
40 29,25 Positivo/ Positivo 
32,3 15,75 Positivo/ Positivo 
96 









Tabela 8 – Estatística descritiva dos resultados da parasitemia em ANKA e em ANKA-GFP. 
variáveis 
dependentes hpi  estatística 
erro 
padrão 
























































































máximo ,94  


















































Os resultados referentes às 24hpi foram constantes (iguais a zero), tendo sido omitidos. 
 
 
Tabela 9 – Teste da normalidade para a parasitemia em ANKA e em ANKA-GFP. 





anka ,215 9 ,200 48hpi 
ankagfp ,375 9 ,001a) 
anka ,207 9 ,200 72hpi 
ankagfp ,147 9 ,200 
anka ,253 9 ,100 96hpi 
ankagfp ,211 9 ,200 
Os resultados referentes às 24hpi foram constantes (iguais a zero), tendo sido omitidos. 
a)




Tabela 10 - Teste da homogeneidade das variâncias da parasitemia em ANKA e em ANKA-GFP. 





liberdade 2 valor-p 
Baseado na 
Média 
4,663 1 16 ,046 48hpi 
Baseado na 
Mediana 
3,659 1 16 ,074 
Baseado na 
Média 
,916 1 16 ,353 72hpi 
Baseado na 
Mediana 
,467 1 16 ,504 
Baseado na 
Média 
,303 1 16 ,590 96hpi 
Baseado na 
Mediana 
,086 1 16 ,773 
 
xxvii 
Os resultados referentes às 24hpi foram constantes (iguais a zero), tendo sido omitidos. 
a)




Tabela 11 – Sumário do teste de hipóteses para amostras independentes Kruskal-Wallis na análise 
da parasitemia em ANKA e em ANKA-GFP. 
hipótese nula valor-p decisão* 
às 24hpi, a mediana da parasitemia em ANKA é igual à de ANKA-
GFP 1 
Não rejeitar a hipótese 
nula 
às 48hpi, a mediana da parasitemia em ANKA é igual à de ANKA-
GFP 0,092 
Não rejeitar a hipótese 
nula. 
às 72hpi, a mediana da parasitemia em ANKA é igual à de ANKA-
GFP 0,006 Rejeitar a hipótese nula 
às 96hpi, a mediana da parasitemia em ANKA é igual à de ANKA-
GFP 0,171 
Não rejeitar a hipótese 
nula. 








VIII.2 Tratamento de Dados Referentes à Implementação de um 
Novo Modelo Murino – Oocistos 
Tabela 12 – Número de oocistos por intestino-médio de mosquito em ANKA e em ANKA-GFP. 
120 18 1 59 120 120 
16 12 0 1 39 120 
12 10 0 0 11 120 
28 27 1 0 1 10 
120 40 3 1 2 120 
58 50 0 120 0 105 
120 3 0 120 46 0 
120 1 0 0 2 0 
120 1 0 82 32 0 
120 30 0 1 11 0 
78 4 0 1 60 0 
119 13 2 5 6 0 
120 2 1 37 60 0 
120 0 0 104 0 0 
14 0 0 6 0 0 
42 9 0 28 0 0 
1 0 0 13 0 0 
5 3 2 1 0 0 
4 7 3 4 0 0 
19 4 0 96 0 0 
1 0 0 63 0 0 
2 0 0 120 0 120 
3 0 2 120 0 120 
15 0 0 94 0 2 
16 1 2 120 0 36 
20 0 0 78 0 3 
4 5 0 120 0 103 
8 0 0 120 0 28 
26 2 4 120 0 5 
0 2 2 8 0 1 
2 0 0 0 0 1 
47 0 0 120 1 5 
10 0 0 0 1 3 
17 0 0 120 2 85 
12 0 0 120 0 19 
20 0 0 120 1 0 
11 2 0 120 3 0 
11 0 0 53 24 0 
5 0 0 120 7 0 
16 2 3 120 11 0 
17 0 2 89 0 0 










































































0 0 0 120 0 0 
0 0 1 36 2 0 
2 1 0 120 4 0 
0 0 0 120 0 0 
13 0 0 33 53 0 
7 0 0 120 0 0 
11 2 0 120 3 0 
2 0 1 120 0 0 
3 1 0 1 0 0 
0 0 1 120 0 0 
0 0 0 120 0 0 
0 0 1 120 0 0 
3 2 4 120 0 0 
2 0 0 120 0 0 
2 0 1 120 0  
1 0 6 120 0  
8 0 0 120 0  
12 0 0 120 0  
10 2 0 120 0  
19 25 0 0 0  
0 3 0  0  
17 0 0  0  
0 6 0  0  
0 0 0  0  
0 0 0  0  
0 0 0  0  
17 0 0  0  
15 2 0  26  
33 1 0  120  
0 0 0  4  
32 0 0  1  
0 0 0  120  
1 2 3  120  
66 0 0  2  
67 1 0  0  
18 0 0  47  
2 2 0    
28 0 0    
37 0 0    
0 4 0    
0 0 0    
34 0 0    
7 1 0    
24 0 0    
3 0 0    
24 3 0    
3 0 0    
12 0 0    
0 38 0    















2 3     
13 0     
2 5     
3 0     
3 0     
0 0     
4 37     
0 0     
0 23     
3 0     
0      















Tabela 13 – Estatística descritiva dos resultados dos oocistos em ANKA e em ANKA-GFP. 
variáveis 
dependentes grupo  estatística 
erro 
padrão 
média 20,4953 3,26714 
limite inferior 14,0179   intervalo de 
confiança para a 
média 95% limite superior 26,9727   
mediana 7,0000   
variância 1142,139   
desvio-padrão 33,79555   
mínimo ,00   
anka 
máximo 120,00   
média 77,0476 6,51755 
limite inferior 64,0192   intervalo de 
confiança para a 
média 95% limite superior 90,0760   
mediana 120,0000   
variância 2676,143   
desvio-padrão 51,73145   
mínimo ,00   
sem tratamento 
ankagfp 
máximo 120,00   
média 4,0000 ,92361 
limite inferior 2,1682   intervalo de 
confiança para a 
média 95% limite superior 5,8318   
mediana ,0000   
variância 88,718   
desvio-padrão 9,41905   
mínimo ,00   
anka 
máximo 50,00   
média 12,1392 3,24539 
limite inferior 5,6782   intervalo de 
confiança para a 
média 95% limite superior 18,6003   
mediana ,0000   




desvio-padrão 28,84563   
 
xxxi 
mínimo ,00   
  
máximo 120,00   
média ,3462 ,15012 
limite inferior ,0448   intervalo de 
confiança para a 
média 95% limite superior ,6475   
mediana ,0000   
variância 1,172   
desvio-padrão 1,08256   
mínimo ,00   
anka 
máximo 6,00   
média 19,7544 5,47352 
limite inferior 8,7896   intervalo de 
confiança para a 
média 95% limite superior 30,7192   
mediana ,0000   
variância 1707,689   
desvio-padrão 41,32419   




máximo 120,00   
 
Tabela 14 - Teste da normalidade para os oocistos de ANKA e ANKA-GFP, subgrupo sem 
tratamento. 





anka ,282 107 ,000 sem tratamento 
ankagfp ,321 63 ,000 
a) 
Como o valor-p é inferior a 0,05, no subgrupo sem tratamento em ANKA e em ANKA-GFP as variáveis 
não seguem uma distribuição normal. 
 
Tabela 15 - Teste da homogeneidade das variâncias dos oocistos de ANKA e de ANKA-GFP, 
subgrupo sem tratamento. 





liberdade 2 valor-p 
Baseado na 
Média 
46,154 1 168 ,000 sem tratamento 
Baseado na 
Mediana 
14,278 1 168 ,000 
a) 
Como o valor-p é inferior a 0,05, no subgrupo sem tratamento em ANKA e em ANKA-GFP as 
variâncias não são homogéneas. 
 
Tabela 16 – Sumário do teste de hipóteses para amostras independentes Kruskal-Wallis na análise 
dos oocistos dos grupos ANKA e ANKA-GFP. 
hipótese nula valor-p decisão* 
Sem tratamento, a mediana do número de oocistos em ANKA é 
igual à de ANKA-GFP. 0 
Rejeitar a hipótese 
nula 
Com PQ10, a mediana do número de oocistos em ANKA é igual à 
de ANKA-GFP. 0,714 
Não rejeitar a 
hipótese nula. 
Com PQ50, a mediana do número de oocistos em ANKA é igual à 
de ANKA-GFP. 0,006 
Rejeitar a hipótese 
nula 





VIII.3 Tratamento de Dados Referentes à Avaliação da Actividade 
Gametocitocida de Primacenos – Oocistos 
 
Tabela 17 - Número de oocistos por intestino-médio de mosquito no ensaio dos primacenos. 
0 0 1 61 0 0 
1 0 46 120 0 0 
1 0 49 86 0 0 
1 0 1 0 0 0 
2 0 1 0 0 0 
2 1 0 0 0 0 
2 1 0 0 0 0 
2 1 0 0 0 0 
4 1 0 0 0 0 
4 1 0 0 0 0 
5 2 0 0 0 0 
5 3 0 0 0 0 
5 3 0 0 0 1 
6 4 0 0 0 2 
6 5 0 0 0 2 
7 6 0 0 0 3 
9 13 0 0 0 4 
12 20 0 0 0 4 
12 20 0 0 0 5 
12 24 0 0 0 5 
14 31 0 0 0 5 
14 40 0 0 0 6 
14 50 0 0 1 7 
15 53 0 0 1 7 
16 60 0 1 1 7 
16 60 0 12 1 9 
17 70 0 6 1 9 
18 70 0 5 2 11 
20 90 0 1 2 13 
21 90 0 0 2 14 
21 103 0 0 2 15 
22 120 0 0 2 16 
24 120 0 0 3 18 
31 120 0 0 3 19 
33 120 0 0 3 19 
37 120 0 0 4 19 
39 120 136 0 4 20 
44 120 109 0 4 22 
45 120 0 0 5 23 
60 120 0 0 6 23 



























































85  0 0 7 25 
96  0 0 8 26 
100  0 0 8 26 
103  0 120 9 26 
109  0 120 9 27 
120  0 43 9 28 
120  0 81 10 28 
120  46 0 10 29 
120  2 0 10 30 
120  14 0 10 33 
120  0 0 13 37 
120  9 0 13 38 
120  100 0 13 39 
120  100 0 14 39 
120  61 0 15 39 
120  44 0 15 43 
120  4 0 15 43 
  10 0 15 43 
  9 0 15 45 
  110 0 17 56 
  4 0 18 60 
  4 0 21 64 
  7 0 23 65 
   6 24 66 
   62 25 70 
   3 28 71 
   110 36 71 
   3 36 73 
   89 37 74 
   70 37 85 
   73 47 90 
   85 56 90 
   19 58 94 
   73 59 95 
   119 60 95 
   120 60 96 
   120 65 101 
   120 73 108 
   120 74 110 
   120 75 110 
   120 83 115 
   120 90 120 
   120 101 120 
   120 102 120 
   120 110 120 
   120 120 120 
   120 120 120 
   120 120 120 





















120 0 120 0 0 0 
120 0 120 109 0 0 
120 0 120 120 0 0 
120 0 30 9 0 0 
17 0 120 97 0 0 
54 0 120 36 0 0 
110 0 3 120 0 0 
101 0 0 9 0 0 
110 0 120 108 120 0 
114 0 51 0 120 0 
0 0 12 120 120 0 
0 0 0 120 120 0 
120 0 25 35 120 0 
120 0 2 103 0 0 
120 0 0 40 120 0 
120 0 0 6 95 0 
120 0 108 81 120 0 
51 0 120 9 0 0 
94 0 120 120 9 0 
5 1 3 5 4 0 
113 1 61 120 0 0 
120 5 120 120 120 0 
120 65 2 120 13 0 
120 70 0 97 0 0 
120 85 0 113 0 0 
120 85 2 120 94 0 
120 97 0 47 120 0 
120 100 0 120 120 0 
120 106 0 120 12 0 
6 110 120 80 0 0 
 112 0 120 0 0 
 115 2 83 7 0 
 120 2 73 0  
  2 17 120  
  0 33 81  
  0 120 12  
  120 120 120  
  120 81 1  
  120 12 34  
  5 9 9  
  13 120 0  
  25 42 0  
  0 120 4  
  0 8 120  
   32 23  
   5 0  
   2 55  

























































   0 22  
   0 120  
   0 5  
   0 15  
   0 11  
   0 97  
   0 113  
   1 10  
   3 120  
   3 0  
   1 0  
   13 18  
   5 120  
   1 0  
   85 120  
   1 7  
   106 120  
   0   
   0   
   0   
   0   
   0   
   0   
   0   
   0   
   0   
   0   
   0   
   0   
   6   
   4   
   12   
   97   
   1   
   112   
   120   
   1   
   1   
   115   
   3   
   8   
   7   
   0   
   0   
   0   
   0   




















Tabela 18 – Estatística descritiva dos resultados dos oocistos no ensaio dos primacenos. 
ensaio   estatística 
erro 
padrão 
média  45,71 6,083 
intervalo de confiança 
para a média a 95% 
limite 
inferior 33,54  
 
limite 
superior 57,89  
mediana  21  
variância  2182,967  
desvio-padrão 46,722  









máximo  120  
média  51 7,715 
intervalo de confiança 
para a média a 95% 
limite 
inferior 35,42  
 
limite 
superior 66,58  
mediana  35,5  
variância  2499,659  
desvio-padrão 49,997  









máximo  120  
média  93,83 7,989 
intervalo de confiança 
para a média a 95% 
limite 
inferior 77,49  
 
limite 
superior 110,17  
mediana  120  
variância  1914,764  
desvio-padrão 43,758  









máximo  120  
média  32,48 8,24 
intervalo de confiança 
para a média a 95% 
limite 
inferior 15,7  
 
limite 
superior 49,27  
mediana  0  
variância  2240,383  
desvio-padrão 47,333  









máximo  120  
média  13,09 3,801 
intervalo de confiança 
para a média a 95% 
limite 
inferior 5,5  
 
limite 
superior 20,69  
mediana  0  
variância  938,929  
desvio-padrão 30,642  









máximo  120  
média  33,49 5,226 
intervalo de confiança 
para a média a 95% 
limite 
inferior 23,11  
 
limite 










mediana  0  
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mínimo  0  
 
máximo  120  
média  43,5 8,158 
intervalo de confiança 
para a média a 95% 
limite 
inferior 27,05  
 
limite 
superior 59,95  
mediana  4  













máximo  124  
média  42,73 5,129 
intervalo de confiança 
para a média a 95% 
limite 
inferior 32,55  
 
limite 
superior 52,91  
mediana  9  













máximo  120  
média  22,81 3,46 
intervalo de confiança 
para a média a 95% 
limite 
inferior 15,94  
 
limite 
superior 29,69  
mediana  8,5  













máximo  120  
média  41,1 4,202 
intervalo de confiança 
para a média a 95% 
limite 
inferior 32,75  
 
limite 
superior 49,45  
mediana  26  













máximo  120  
média  44,17 6,546 
intervalo de confiança 
para a média a 95% 
limite 
inferior 31,09  
 
limite 
superior 57,24  
mediana  10,5  













máximo  120  
média  0,03 0,031 
intervalo de confiança 
para a média a 95% 
limite 















mediana  0  




mínimo  0  
  
máximo  1  
 
 
Tabela 19 – Teste da normalidade para os oocistos no ensaio dos primacenos. 
Kolmogorov-Smirnova) 
 Ensaio estatística 
graus de 
liberdade valor-p 
BIC-101 10 0,238 59 0 
BIC-101 50 0,197 42 0 
BIC-206 10 0,344 30 0 
BIC-206 50 0,386 33 0 
BIC-221 10 0,386 65 0 
BIC-221 50 0,369 91 0 
BIC-227 10 0,284 44 0 
BIC-227 50 0,289 97 0 
BIC-521 10 0,272 90 0 
BIC-521 50 0,176 90 0 
BIC-902 10 0,284 66 0 
Oocistos 
BIC-902 50 0,539 32 0 
a) 
Como o valor-p é inferior a 0,05, as variáveis não seguem uma distribuição normal. 
 
 
Tabela 20 - Teste da homogeneidade das variâncias dos oocistos no ensaio dos primacenos. 





liberdade 2 valor-p 
Baseado na 
Média 23,864 14 923 0 
oocistos 
Baseado na 
Mediana 6,331 14 923 0 
a) 
Como o valor-p é inferior a 0,05, as variâncias não são homogéneas. 
 
Tabela 21 – Sumário do teste de hipóteses para amostras independentes Kruskal-Wallis na análise 
dos oocistos no ensaio dos primacenos.  
primaceno 
hipótese nula valor-p decisão* 
mediana PC10 = STRAT ,009 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC50 = STRAT ,018 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC10 = PQ10 ,000 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC50 = PQ10 ,000 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC10 = PQ50 ,000 Rejeitar a hipótese nula 
BIC-101 
mediana PC50 = PQ50 ,000 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC10 = STRAT ,000 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC50 = STRAT ,000 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC10 = PQ10 ,482 Não rejeitar a hipótese nula 
mediana PC50 = PQ10 ,220 Não rejeitar a hipótese nula 
mediana PC10 = PQ50 ,721 Não rejeitar a hipótese nula 
BIC-221 
mediana PC50 = PQ50 ,227 Não rejeitar a hipótese nula 
mediana PC10 = STRAT ,000 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC50 = STRAT ,000 Rejeitar a hipótese nula 
BIC-521 
mediana PC10 = PQ10 ,000 Rejeitar a hipótese nula 
 
xxxix 
mediana PC50 = PQ10 ,000 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC10 = PQ50 ,000 Rejeitar a hipótese nula 
 
mediana PC50 = PQ50 ,000 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC10 = STRAT ,299 Não rejeitar a hipótese nula 
mediana PC50 = STRAT ,000 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC10 = PQ10 ,000 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC50 = PQ10 ,403 Não rejeitar a hipótese nula 
mediana PC10 = PQ50 ,000 Rejeitar a hipótese nula 
BIC-226 
mediana PC50 = PQ50 ,448 Não rejeitar a hipótese nula 
mediana PC10 = STRAT ,004 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC50 = STRAT ,000 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC10 = PQ10 ,000 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC50 = PQ10 ,000 Rejeitar a hipótese nula 
mediana PC10 = PQ50 ,001 Rejeitar a hipótese nula 
BIC-227 
mediana PC50 = PQ50 ,000 Rejeitar a hipótese nula 
BIC-902 
mediana PC10 = STRAT ,000 Rejeitar a hipótese nula 
 
mediana PC50 = STRAT ,000 Rejeitar a hipótese nula 
 
mediana PC10 = PQ10 ,000 
Rejeitar a hipótese nula 
 
mediana PC50 = PQ10 ,000 
Rejeitar a hipótese nula 
 
mediana PC10 = PQ50 ,000 
Rejeitar a hipótese nula 
 
mediana PC50 = PQ50 ,000 
Rejeitar a hipótese nula 
*A um nível de significância de 0,05. 
 
